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摘要 : 

目的 : 和 蛋 质 的 化 学 修饰 是 指 其 氨基 酸 残 基 或 其 链 末 端 上 参与 的 共 t 价 基 团 反应 , 进而 个 

子 的 结构 、 执行 的 调控 和 信息 传递 的 功能 得 到 改变 。 人 XR EUR DP dpt HS Ras 
众多 ， 如 磷酸 化 、 甲 基 化 、 乙 酰 化 等 。 方 法 : 本 研究 采用 LC-MS/MS 技术 结合 非 限制 性 修饰 
鉴定 算法 ， 比 较 两 组 不 同年 龄 阶段 人 血浆 蛋白 质 组 整体 的 化 学 修饰 水 平 之 间 的 差异 。 结 果 : 
研究 发 现在 年 长 组 中 半 胶 所 酸 的 琥珀 酰 化 、 磷 酸化 修饰 以 及 赖 氨 酸 蔡 换 为 苏 氨 酸 的 修饰 显著 
高 于 年 轻 组 ， 而 赖 氨 酸 的 氮 甲 酰 化 修饰 低 于 年 轻 组 。 半 胱 氨 酸 残 基 中 的 琉 基 是 形成 二 硫 键 、 
持 和 蛋白 质 结构 的 重要 基 团 ,而 以 上 与 半 胶 氨 酸 相关 的 修饰 涉及 琉 基 的 参与 。 赖 氨 酸 为 碱 性 
氨基 酸 ， 其 氨基 上 的 修饰 会 改变 和 蛋白质 的 酸 碱 性 ， 可 能 导致 蛋白 质 的 结构 与 功能 受到 影响 。 
结论 : 本 研究 在 不 同年 龄 段 人 群 血 浆 蛋 白质 组 中 找到 4 种 有 显著 差异 的 蛋白 质 分 子 修饰 与 蔡 
换 类 型 ， 推测 年 长 者 血液 中 具有 某 种 修饰 蛋白 的 增多 ,可 能 反映 出 血 中 失去 正常 功能 的 蛋白 
质 增 加 ， 这 或 许 是 年 长 者 患 有 代谢 性 疾病 、 心 脑 血 管 疾病 、 肿 瘤 等 相关 老年 性 疾病 风险 的 几 
率 高 于 年 轻 人 的 原因 之 一 。 
关键 词 : 血浆 蛋白 质 组 化 学 修饰 串联 质谱 非 限制 性 修饰 鉴定 
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Abstract: 
Objective The chemical modifications of proteins refer to the covalent group 


reaction involved in its amino acid residues or chain ends, which in turn change 
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the molecular structure and function. There are many types of molecular 
modifications in the human plasma proteome, such as phosphorylation, methylation, 
acetylation, etc. 

Methods In this study, two groups of human plasma proteome at different age groups 
were used to compare the global chemical modifications by LC-MS/MS combined with 
non-limiting modification identification algorithms. 

Results A total of 4 molecular modifications were found to have statistical 
differences, the succinylation and phosphorylation modification of cysteine (Cys, 
C) and the modification of lysine (Lys, K) modification of lysine with threonine 
(Thr, T) were significantly higher in the old group than in the young group, while 
the carbamylation of lysine was lower in the young group. The sulfhydryl in the 
cysteine residue is an important group to form disulfide bonds and maintain the 
structure of the protein. All differential cysteine-related modifications may cause 
structural and functional changes. Lysine is a basic amino acid, and the modification 
of its amino group will change the charge state of the protein, which may affect 
the structure and function of the protein. 

Conclusions In summary, four types of protein chemical modifications 
and substitutes were found to be differential in the plasma proteome in different 
age groups. We speculate that there is an increase in certain modified proteins in 
the blood of the elderly people which in turn changes the function of those proteins. 
This may be one of the reasons why elderly people are more likely than young people 
to be at risk for age-related diseases such as metabolic disease, cerebral and 
cardiovascular diseases, and cancer. 
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1 前 言 

生命 体 中 的 生物 过 程 能 同时 且 相 互 协调 的 运作 ， 离 不 开 蛋 白质 所 参与 的 合 
成 、 众 化 与 调节 反应 。 和 蛋白 质 是 一 类 结构 复杂 的 生物 大 分 子 ， 其 高 级 结构 的 差异 
决定 了 各 自 所 具有 不 同 的 生物 化 学 活性 , 通过 得 白质 之 间 的 相互 组 合成 更 高 级 的 
网 络 来 执行 特定 的 功能 ”。 蛋 白质 的 化 学 修饰 是 指 其 氨基 酸 残 基 或 其 链 末 端 上 参 
与 的 共 价 基 团 反应 ,通常 少数 的 化 学 结构 改变 并 不 影响 蛋白 质 的 生物 学 活性 ， 而 
被 称 为 蛋白 质 非 必需 部 分 的 修饰 ,但 绝 大 多 数 情况 下 分 子 结构 的 改变 , 会 显著 改 
变 蛋 白质 物理 化 学 性 质 ， 改 变 了 和 蛋白质 的 构象 ， 会 使 重 白质 的 活性 发 生变 化 , 进 
而 使 其 执行 的 功能 得 到 改变 ”。 所 以 ， 即 使 在 蛋白 质 含 量 水 平 没 有 变化 ， 但 如 果 
其 化 学 修饰 水 平 发生 了 某 些 微小 的 变化 , 也 会 使 重 白质 的 功能 显著 变化 ,这 意味 
着 和 蛋白 质 的 化 学 修饰 在 另 一 个 维度 上 丰富 了 蛋白质 行 使 的 不 同 功能 。 重 白质 的 化 
学 修饰 对 和 蛋白质 功 能 的 影响 主要 表现 在 一 下 三 个 方面 : 1. 蛋白 质 即 使 发 生 了 一 种 
修饰 也 会 对 其 功能 造成 影响 。2. 同一 种 重 白 质 , 不 同 氨 基 酸 发 生 了 同 种 或 不 同 种 
修饰 对 其 功能 造成 的 影响 也 不 同 。3. 同一 种 蛋白 质 可 能 发 生 多 种 类 型 的 化 学 修 
饰 ， 进 而 使 其 参与 的 生物 过 程 更 加 多 变 与 复杂 台 。 而 与 蛋白 质 相 关 的 化 学 修饰 主 
要 有 以 下 几 种 类 型 : 1. 和 蛋白质 的 翻译 后 修饰 (Post-translational modification, 
PTM)“， 是 指 蛋 白质 在 翻译 后 进行 的 化 学 修饰 ， 翻 译 后 修饰 蛋白 前 体 往往 是 没有 
生物 活性 的 , 通常 需要 经 过 特定 修饰 酶 的 翻译 后 修饰 加 工 , 才能 成 为 具有 功能 的 
成 熟 蛋 白质 ， 行 使 其 具体 生物 功能 "”。2. 蛋白 质 的 化 学 衍生 修饰 (Chemical 
derived modification) 是 指 在 和 蛋 白质 侧 链 中 引入 新 的 基 团 或 去 除 原 有 基 团 的 一 
类 修饰 ,通常 包含 自发 性 非 酶 促 修饰 ,也 有 交 联 剂 与 人 工 试剂 引入 的 修饰 等 。3. 
AU ERIT] 44K (Amino acid substitution)， 是 指 重 白质 侧 链 中 原 有 氨基酸 被 其 
他 种 类 毛 基 酸 所 人 蔡 换 所 引起 的 蛋白 质 性 质 与 功能 的 改变 。 这 些 都 是 会 显著 影响 蛋 
白质 功能 的 修饰 类 型 。 
质谱 分 析 不 但 能 够 实现 大 规模 组 学 数据 的 采集 与 深度 挖掘 ， 也 能 够 对 特定 和 蛋 
白质 的 肢 疝 修饰 实现 准确 测定 。 随 着 仪器 科学 的 不 断 发 展 , 超 高 分 辩 紊 及 串联 质 
WETER (LC-MS/MS) 为 蛋白 质 组 学 及 其 修饰 研究 提供 了 更 多 丰富 的 信息 与 数据 , 这 
也 为 准确 鉴定 蛋白 质 链 中 化 学 修饰 位 点 提供 了 有 力 的 帮助 。 通 常 进 行 蛋 白质 组 数 
据 分 析 时 需 进 行 物种 蛋白 质 组 数据 库 搜 索 比 对 , 而 基于 高 分 辨 的 串联 质谱 是 获得 
量 蛋 白质 修饰 信息 的 主要 方式 , 在 使 用 搜索 引擎 进行 数据 库 检 索 时 ,通常 需 要 
人 为 设 定 已 知 的 蛋白质 化 学 修饰 类 型 ， 这 种 类 型 的 搜索 方式 称 为 限制 性 搜索 ， 对 
于 样品 中 蛋白 质 修饰 类 型 未 知 ， 期 望 寻找 新 的 修饰 类 型 时 则 显得 难以 实现 ””。 因 
此 , 全 面 、 非 限制 修饰 搜索 对 于 了 解 样品 蛋白 质 组 所 包含 的 全 部 化 学 修饰 信息 有 
着 至 关 重 要 的 地 位 ,0pen-pFind 算法 是 一 种 开放 式 序列 库 搜 索 算 法 , 其 将 UniMod 
数据 库 的 信息 整合 ， 通 过 开放 式 搜索 的 方式 对 采集 到 的 质谱 数据 进行 分 析 处 理 ， 
得 到 蛋白 质 组 的 整体 化 学 修饰 信息 。 

血浆 是 机 体内 环境 的 重要 组 成 部 分 ， 起 着 运输 维持 机 体 生 命 活 动 所 需 的 物质 
和 体内 产生 的 废物 等 作用 , 血浆 中 和 蛋白 质 种 类 与 含量 丰富 , 其 成 分 易 受 机 体 的 代 
谢 、 生 理 与 病理 过 程 影响 , 细胞 与 组 织 中 的 代谢 产物 与 废物 都 通过 血液 进行 运输 
与 交换 , 理论 上 对 血浆 蛋白 质 组 学 的 研究 可 以 反应 出 在 特定 阶段 机 体 所 处 的 生理 
状态 。 血 浆 蛋 白质 组 学 另 一 个 重要 的 研究 方面 便 是 其 化 学 修饰 水 平 ， 全面 地 比较 
血浆 蛋白 质 组 化 学 修饰 水 平 的 变化 也 将 会 为 研究 机 体 生理 方面 的 变化 提供 更 加 
丰富 的 信息 中。 目前 ， 被 收录 在 UniMod""、PSI-MOD、RESID 数据 库 中 的 蛋白 质 
化 学 修饰 种 类 已 达 1500 余 种 ， 人 血浆 各 白质 组 中 含有 的 化 学 修饰 种 类 众多 ， 如 
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ERAM N- 末 端的 乙酰 化 修饰 、 侧 链 中 的 磷酸 化 修饰 、 甲 基 化 修饰 、 糖 基 化 修 
饰 、 泛 素 化 修饰 及 蛋白 质 链 内 与 链 间 的 二 硫 键 修饰 等 。 血浆 蛋白 质 组 能 够 反映 出 
年 龄 与 衰老 之 间 的 细微 状况 “， 作 为 另 一 种 同样 富 含 蛋白 质 信 息 的 体液 一 尿 液 ， 
通过 对 其 研究 发 现 尿 蛋白 质 组 也 具有 反映 出 机 体 衰老 信息 能 力 ”, 甚至 是 饥饿 这 
种 常见 的 生理 过 程 都 可 以 在 尿 蛋 白质 组 中 找到 线索 ”, 而 血浆 和 尿 液 整体 蛋白 质 
组 化 学 修饰 的 比较 , 显示 出 不 同类 型 的 样本 间 存 在 修饰 的 差异 ”。 本 研究 基于 人 
血浆 蛋白 质 组 中 化 学 修饰 的 重要 性 , 通过 高 分 辨 串联 质谱 结合 非 限定 性 修饰 搜索 
(Open-pFind), ， 拟 比较 两 组 不 同年 龄 段 人 血浆 蛋白 质 组 整体 化 学 修饰 水 平 的 差 
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2 材料 和 方法 
2.1 样品 的 收集 

20 例 人 的 血浆 样品 从 北京 医院 的 检验 科 收 集 获得 ， 均 为 检验 科 废 弃 样 本 ， 
将 样品 按 年 龄 分 成 2 组 , 年 轻 组 与 年 长 组 。 样品 在 检验 科 样 品 中 随机 选择 ,并 且 
对 被 采血 者 的 饮食 , 药物 和 其 他 因素 没有 限制 或 要 求 。 对 废弃 样本 只 提取 年 龄 性 
别 信息 。 样 本 信息 详 见 表 1。 


d 1， 获 得 的 血浆 样品 信息 统计 结果 
Table 1. Statistical data of plasma samples 


样品 类 型 年 轻 组 血浆 年 长 组 尿 液 
样品 数量 10 10 
(n) 
性 别 : 
男性 2 3 
女性 8 7 
年 龄 : 

平均 值 31.8 + 4.19 59,3 + 3.46 
范围 26-37 56-66 


2.2 蛋白 质 样品 制备 和 胰 和 蛋白 酶 酶 解 

血浆 经 全 血 抗 凝 处 理 后 离心 得 到 ， 血 浆 样品 Cn = 20) 用 Milli-Q 水 稀释 
40 倍 ， 随 后 取 用 100 bnEL 进行 后 续 实 验 。 使 用 20 mmol / L 的 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 
在 37C 下 与 样品 反应 1 h， 使 蛋白 质 结 构 中 的 二 硫 键 变性 ， 随 后 添加 55 mmol / 
L 的 碘 乙 酰 腕 (IAA) 并 避 光 反应 30 min 以 使 三 硫 键 结合 位 点 烷 基 化 。 在 -20'C 下 ， 
用 三 倍 体积 的 预 冷 丙 酮 沉淀 上 清 液 2 h, 然后 在 4C 和 12, 000 Xg 下 离心 30 min, 
获得 蛋白 沉淀 。 随 后 将 沉淀 物 重 悬 于 适量 和 蛋白 浴 解 液 (8 mol/L RR, 2 mol/L 
Wk, 25 mmol/L DTT 和 50 mmol/L Tris) 中 。 使 用 Bradford 分 析 法 测量 蛋白 
质 提 取 液 浓度 。 通 过 使 用 滤器 辅助 样品 制备 〈FASP) 的 方法 ， 每 个 样品 按 50: 1 
的 比例 使 用 胰 和 蛋白 酶 (Trypsin Gold, Mass Spec Grade, Promega, Fitchburg, 
WI, USA) 酶 解 100 Mg 的 蛋白 质 。 通 过 真空 离心 浓缩 仪 进行 干燥 ， 干 燥 后 的 肽 段 
密封 至 于 -80 “CRE. 


2.3 液 相 色谱 -串联 质谱 (LC-MS / MS) 分 析 和 数据 库 搜 索 
分 析 前 ， 需 将 干燥 的 多 肽 样品 溶 于 0. 1% 甲 酸 溶液 中 ， 控 制 终 浓度 在 0. 1 


ng/uL， 每 个 样品 按 1 ug 多 肽 质量 进行 分 析 : Thermo EASY-nLC1200 色谱 系 
统 加 载 至 预 柱 与 分 析 柱 上 。 通 过 Thermo Orbitrap Fusion Lumos 质谱 系统 
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) 采集 蛋白质 组 数据 。 液 相 色 谱 
分 析 方 法 : BRE: 75 umX2 cm, nanoViper C18, 2u m, 100A; 分 析 柱 : 50 umX15 
cm, nanoViper C18, 2um, 100A; 进 样 体积 : 10 ”nL， 流 速 : 250 nL/min， 流 
动 相 : A 相 : 100% 质 谱 级 水 (Fisher Scientific, Spain) /1%o 甲酸 (Fisher 
Scientific), B fH: 80% ZJ (Fisher Scientific, USA) /20%7K/1%. FF ER, 120 min 
梯度 洗 脱 : 0 min, 35 BfH; Omin-3 min, 8%B fH; 3min- 93 min, 229 B fH; 
93 min- 113 min, 35% B fH; 113 min- 120 min, 90% B 相 ;” 质 谱 分 析 方 法 ， 
离子 源 : nanoESI， 喷 雾 电 压 : 2.0 kV, ZHU: 320 C, S-lens RF Level: 
30， 分 辨 率 设置 : 一 级 (Orbitrap) 120, 000 (m/z 200, 二 级 30,000 (Orbitrap) 
Qm/z 200， 母 离子 扫描 范围 : m/z 350-1350， 子 离子 扫描 范围 : start from m/z 
110, MS1 AGC: 4e5， 电 荷 范围 : 2-7， 离 子 注 入 时 间 : 50 ms, MS2 AGC: le5， 
离子 注入 时 间 : 50ms， 离 子 筛选 窗口 ， 2. 0 m/z， 碎 裂 模式 ， HCD， 能 量 NCE 32, 
Data-dependent MS/MS: Top 20， 动 态 排除 时 间 : 15 s， 内 部 校准 质量 数 : 
445. 12003. 

使 用 pFind Studio 软件 (3.1.3 版， 中 国 科 学 院 计 算 技术 研究 所 ) 对 LC-MS 
/ MS 数据 进行 无 标记 的 定量 分 析 。 目 标 检索 数据 库 来 自 Uniprot 下 载 的 Homo 
Sapiens 数据 库 (更 新 至 2018 年 10 月 ) ， 检 索 时 ， 仪 器 类 型 为 HCD-FTMS， 酶 全 
特异 性 为 胰 蛋 白 酶 , 最 多 有 2 个 漏 切 位 点 。 选 择 “ 开 放 式 搜索 (open-search)”。 
imi AE: 在 肽 水 平 上 的 FDR 小 于 1%， 在 蛋白 水 平 上 的 Q 值 小 于 1% 。 数 据 同 
时 使 用 正 向 和 反 向 数据 库 检 索 策 略 来 分 析 鉴 定数 据 。 


果 
通过 使 用 Bottom-Up 的 蛋白 质 组 学 技术 对 总 蛋白 进行 鉴定 

在 非 标记 蛋白 质 组 分 析 中 , 通过 LC-MS / MS 分 析 了 20 个 (10/10) 样品 。 在 
基于 open-pFind 软件 检索 数据 C raw) 之 后 , 可 以 在 pBuild 中 浏览 并 导出 分 析 
结果 。 将 样品 结果 进行 整理 和 统计 ， 通 过 120 分 钟 液 相 梯 度 的 分 析 ， 在 未 经 去 除 
高 峰 度 的 血浆 样品 中 鉴定 出 628-781 种 蛋白 质 (平均 值 为 724) ， 独 有 的 多 肽 鉴 
定 水 平 在 7526-11464 种 〈 平 均 为 10238) 。 


3 
3. 


— it 


3.2 年 轻 组 与 年 长 组 血浆 蛋白 质 组 翻译 后 修饰 比较 

年 长 组 血浆 样本 累计 鉴定 出 1169 种 修饰 ( 含 低 丰 度 修饰 的 种 类 ， 即 每 种 修饰 
在 样品 中 至 少 鉴定 到 1 次 ) ， 年 轻 组 血浆 样本 累计 鉴定 出 1154 种 修饰 EREE 
修饰 的 种 类 ) 。 其 中 88% 的 修饰 种 类 相同 ， 余 下 12% 差 异 修饰 是 相关 的 (图 1) 。 
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年 轻 组 
图 1 年 长 组 与 年 轻 组 整体 血浆 蛋白 质 组 分 子 修 饰 种 类 统计 


Figure 1 Statistics of the overall plasma proteome chemical modifications in the 


old and young roups 


在 两 组 累计 的 163 种 独 有 和 悍 白质 化 学 修饰 中 ，158 种 在 组 内 重复 性 低 于 50%, 
仅 有 5 种 满足 重 现 性 高 于 50% 的 条 件 ， 它 们 分 别 是 在 在 年 长 组 出 现 的 四 种 修饰 : 
Arg->Phe[R]. Arg->Trp[R]. Xlink DMP[K], DTT ST[S] 与 在 年 轻 组 出 现 的 
bisANS-sulfonates[T] 修 饰 。 总 体 来 看 独 有 的 化 学 修饰 类 型 都 是 鉴定 数量 少 , 组 
内 重 现 性 较 差 的 分 子 修饰 类 型 。 

将 非 低 丰 度 的 化 学 修饰 〈 即 每 种 修饰 在 样品 中 鉴定 到 10 次 及 以 上 的 ) 进行 
统计 ， 并 要 求 每 组 内 鉴定 覆盖 度 大 于 50%， 在 1080 种 化 学 修饰 中 共有 120 种 满 
足 此 条 件 ， 将 其 进行 非 监 督 聚 类 分 析 ， 大 致 可 以 区 分 年 轻 组 和 年 长 组 样品 ， 但 
40% 年 轻 组 样品 和 年 长 组 样品 被 聚 类 为 一 组 ， 未 跟 其 他 组 内 样品 归 为 一 类 。 图 2 
展示 了 有 具体 的 样本 的 非 监督 聚 类 结果 。 筛选 差异 化 学 修饰 筛选 的 条 件 为 两 组 组 间 
p 值 小 于 0. 05, 组 内 各 样品 化 学 修饰 数量 均值 通过 总 鉴定 到 的 化 学 修饰 谱 图 数 进 
行 归 一 化 计算 得 到 ， 组 间 变 化 倍数 大 于 1.5 的 共有 四 种 修饰 : 2-succinyl[C]、 
Lys-?Thr[K]. Phospho[C]. Carbamyl[K], Jf E Wd 2. 


表 2 年 长 组 与 年 轻 组 整体 血浆 蛋白 质 组 差异 分 子 修饰 信息 
Table 2 Information on the molecular modifications of the plasma proteome between 


the older and younger groups 


序 wd 名 称 修饰 类 型 p 值 年 长 组 均 ”年轻 组 均值 ”年 长 组 /年 轻 
号 值 组 
1 957 2-succinyllC] ”化 学 衍生 修饰 0.001 0.00091 0. 00046 1.98 1 
[16] 
2 594 Lys->Thr [K] 氨基 酸 替 换 0.003 0.00107 0. 00065 1.651 
3 21 Phospho[C] 翻译 后 修饰 0.013 0.00087 0.000548 1.59 1 
4 1175 Pro->Trp[P] AERE 0.042 0.00091 0. 00061 1. 49 + 
5 21 Phospho[S] 翻译 后 修饰 0.027 0.00105 0. 00077 1.361 
6 64 ”Succinyl[AnyN-t ”翻译 后 修饰 0.032 0.00414 0. 00317 1.311 
erm] 

7 23 Dehydrated[S] 翻译 后 修饰 0.022 0.0041 0. 00446 1.09 | 
8 562 Glu->Asp[E] 氨基 酸 替 换 0.029 0.0015 0. 00184 1.221 
9 5 Carbamyl[K] Re 0.049 0. 01858 0. 03081 1.67 1 


* 编 号 为 Unimod 数据 库 收 录 编 号 ， 详 情 参 见 : http://www. unimod. org/ 
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图 2 年 轻 组 与 年 长 组 整体 血浆 蛋白 质 组 分 子 修饰 的 非 监 督 聚 类 分 析 。 粉 红色 标识 (Y) 为 年 
轻 组 样本 ， 浅 蓝 色 表示 (0) 为 年 长 组 样本 。 横 坐标 为 非 监 督 聚 类 情况 及 样品 具体 信息 ， 纵 坐 
标 为 具体 分 子 修饰 名 称 。 

Figure 2 Unsupervised cluster analysis of overall plasma proteome molecular 
modifications in the young and old groups. The red mark (Y) is the sample of the 
young group, and the blue sign (0) is the sample of the old group. The abscissa is 
the unsupervised clustering and sample specific information, and the ordinate is 


the specific molecular modification name. 


3.3 随机 分 组 检验 

将 满足 差异 筛 选 条 件 (p 值 小 于 0. 05， 变 化 倍数 大 于 1.5) 的 四 种 差异 修饰 
分 别 独立 进行 随机 分 组 检验 ， 验 证 每 种 差异 修饰 的 假 阳 性 率 。 将 10 例 年 轻 组 数 
据 与 10 bici qud 20 组 数据 随机 分 成 两 组 , 每 组 10 例 样 本 , 共有 92378 


种 不 同 的 组 合 情 况 (一 > ， 每 种 形 况 下 的 组 合 通过 相同 的 差异 筛选 条 件 进 行 
统计 分 析 , 经 过 ——— 四 种 差异 修饰 的 随机 组 合 情 况 , 详 见 表 3。 


表 3 四 种 血浆 蛋白 质 中 差异 化 学 修饰 的 随机 分 组 统计 结果 


Table 3 Random grouping calculation results of 4 different chemical 


modifications in plasma proteome 


序号 名 称 随机 分 组 中 出 现 总 次 出现 频率 可 信 度 % 
数 
1 2-succinyllC] 4857 0. 0525 94. 74 
2 Lys—>Thr [K] 1135 0. 0123 98. 77 
3 Phospho[C] 2126 0. 0230 97. 70 
4 Carbamy1 [K] 4664 0. 0505 94. 95 


通过 随机 分 组 检验 ， 发 现 四 种 差异 修饰 的 随机 性 均 在 EAE TA 
大 于 90%， 证 明 四 种 修饰 在 不 同年 龄 组 之 间 的 差异 由 随机 产生 的 可 能 性 较 低 。 


4 讨论 

蛋白 质 从 翻译 组 装 到 最 终 降解 ， 整 个 过 程 会 经 历 许 多 有 毒害 的 环境 ， 它 们 会 
对 蛋白 质 分 子 进行 修饰 从 而 改变 蛋白 质 的 结构 与 功能 , 这 个 过 程 也 被 称 为 分 子 的 
老化 ”。 这 些 反应 主要 是 由 蛋白 质 上 的 活性 小 分 子 与 官能 团 的 非 酶 结合 引起 的 。 
修饰 分 为 可 逆 与 不 可 逆 , 通过 非 限定 性 修饰 搜索 , 在 两 组 不 同年 龄 段 人 群 血浆 中 
发 现 了 几 种 存在 统计 差异 的 蛋白质 化 学 修饰 。 其 中 包括 半 胱 氨 酸 的 琥珀 酰胺 修 
饰 ， 赖 氨 酸 残 基 被 苏 氨 酸 残 基 的 取代 ， 半 胱 氨 酸 的 磷酸 化 ， 且 握 酸 残 基 被 色 氢 酸 
残 基 的 取代 ， 丝 氨 酸 的 磷酸 化 ， 琥 珀 酰胺 的 N 端 修饰 ， 丝 所 酸 的 脱水 ， 谷 氢 酸 残 
基 被 天 冬 氢 酸 残 基 的 取代 ， 赖 氨 酸 的 氨 甲 酰 化 。 其 中 ， 半 胱 氨 酸 的 琥珀 酰 化、 磷 
酸化 修饰 以 及 赖 氨 酸 替换 为 苏 氨 酸 的 修饰 在 年 长 组 中 显著 高 于 年 轻 组 , 赖 氨 酸 的 
氨 甲 酰 化 在 年 轻 组 中 要 高 于 老年 组 。 

半 胱 握 酸 是 组 成 蛋白 质 中 含量 最 少 的 几 种 氨基 酸 之 一 ， 对 蛋白 质 组 成 的 残 基 
统计 表明 ,， 真 核 生物 的 半 胱 氢 酸 的 平均 出 现 频率 约 为 2%， 同 时 机 体内 环境 中 70% 
的 还 原 琉 基 来 源 蛋 白质 “。 有 研究 表明 蛋白 质 中 半 胱 氨 酸 的 丰 度 受 蛋 白质 的 功能 
影响 ， 琉 基 的 高 活性 使 得 其 容易 参与 众多 化 学 修饰 ， 反之， 也 决定 了 蛋白质 结构 
中 的 半 胱 氢 酸 残 基 的 分 布 及 其 拓扑 性 质 , 琉 基 也 是 形成 二 硫 键 、 维 持 和 蛋白 质 结构 
的 重要 基 团 。 
本 研究 中 所 发 现 的 半 胶 所 酸 的 琥珀 酰 化 与 磷酸 化 都 涉及 琉 基 的 参与 ， 进 而 可 
能 影响 二 硫 键 的 形成 。 通 过 迈克 尔 加 成 反应 (Michael addition reaction) 4 
马 酸 加 到 和 蛋白质 中 某 些 Cys 残 基 的 游离 琉 基 位 点 上 从 而 形成 S- (2-393 ID AEB 
氨 酸 ”。 这 种 修饰 最 初 是 在 血浆 蛋白 质 (包括 白 蛋 白 ) 中 检测 到 ， 并 通过 不 可 道 反 
应 形成 的 。 该 修饰 在 糖尿 病 、 肥 胖 症 及 富 马 酸 水 合 酶 相关 疾病 和 利 氏 综合 征 模型 
中 有 相关 报道 。 同 时 也 在 在 高 葡萄 糖 培养 基 〈30 mM， 而 生理 水 平 为 5 mM) 中 培 
养 的 小 鼠 3T3-L1 脂肪 细胞 中 ， 以 及 经 链 脲 佐 菌 素 处 理 的 大 鼠 组 织 中 ， 均 发 现 琥 
珀 酸 蛋 白 的 含量 增加 ” ””。 有 文献 报道 ， 养 分 ( 糖 类 ) 过 量 会 导致 ATP: ADP, 
NADH: NAD + 和 线粒体 膜 电位 升 高 ， 而 增加 的 NADH: NAD + 会 抑制 氧化 磷酸 化 ， 
从 而 导致 线粒体 中 间 体 (包括 富 马 酸 ) 的 持续 积累 ， 继 而 引起 蛋白 质 琥珀 酸化 增 
加 。 琥 珀 酸 蛋 白 的 积累 甚至 是 由 于 富 马 酸 水 合 酶 活性 降低 而 引起 的 。 富 马 酸 水 
合 酶 在 三 羧 酸 循环 中 催化 富 马 酸 逆转 为 苹果 酸 。 而 重要 的 是 ,已 知 富 马 酸 水 合 酶 
中 的 功能 丧失 与 突变 会 使 受 影 响 的 个 体 易 黔 多 种 皮肤 疾病 和 子宫 平滑 肌 瘤 , 以 及 


遗传 性 平滑 肌 瘤 和 肾 细 胞 癌 (HLRCC) ”。 尽 管 琥珀 酸 修饰 的 半 胱 氨 酸 等 相关 蛋白 
质 的 确切 作用 仍 有 待 充分 阐明 ””， 但 它 与 富 马 酸 水 合 酶 相关 的 癌症 反应 有 关 
UU, FE Ndufs4 敲 除 小 鼠 的 脑 干 中 也 描述 了 和 蛋白质 琥 珀 酸 的 增加 (Leigh 综合 征 
的 模型 )”， 因 此 表明 该 蛋白 质 化 学 修饰 类 型 在 这 种 线粒体 疾病 的 发 病 机 理 中 具 
有 潜在 的 作用 。Park 等 通过 与 数据 库 UniProt 的 注解 相 比 ， 发 现 检 测 到 的 蛋白 
质 琥珀 酰 化 位 点 中 ，16 个 琥珀 酰 化 位 点 出 现在 辅 因 子 绑 定 区 或 酶 催化 区 ，74 个 
琥珀 酰 化 位 点 存在 于 酶 活性 位 点 周围 ”。Baynes 等 发 现 随 着 年 龄 增长 ， 人 皮肤 
胶原 蛋白 中 半 胱 氨 酸 琥珀 酰 修饰 增加 ”””。 

半 胱 氮 酸 磷酸 化 是 最 近 在 原核 和 真 核 系统 中 被 发 现 ， 并 且 被 认为 在 细胞 应 答 
的 信号 传导 和 调节 中 起 关键 作用 。 由 于 肽 分 子 中 硫 代 磷 酸 酯 的 低 化 学 稳定 性 , 很 
少 研究 Cys 侧 链 的 体内 磷酸 化 作用 “”。 半 胱 氨 酸 磷酸 化 是 半 胱 氨 酸 依赖 性 蛋白 
磷酸 酶 (CDP) 的 一 个 重要 功能 , 该 酶 属于 梨 白 酷 迄 酸 磷酸 酶 (PTP) 子 家 族 并 通过 磷 
酸 - 半 胱 氮 酸 中 间 体 的 形成 催化 磷酸 酯 键 的 水 解 。 有 研究 证 明 ， 这 种 可 逆 的 翻译 
后 调节 (PTW) 在 调节 毒 力 决定 因素 的 表达 和 细菌 对 抗生素 的 耐 药 性 方面 是 至 关 重 
要 的 。 此 外 , 还 有 研究 还 表明 , 半 胱 氨 酸 磷酸 化 ， 以 前 被 认为 是 一 种 罕见 的 形式 ， 
但 其 在 自然 界 中 可 能 更 为 普遍 , 并 且 可 能 在 各 种 生物 体 的 生物 调节 中 起 着 重要 的 
作用 。 

赖 氮 酸 蔡 换 为 苏 氨 酸 改变 了 和 白质 的 酸 碱 性 ， 导 致 重 白 质 的 活性 与 功能 受到 
影响 。 很 早 之 前 的 发 现 血 红 和 蛋白 上 赖 氨 酸 残 基 被 苏 氨 酸 残 基 取 代 会 使 其 氧 杀 和 力 
变 低 ”。 Sun WY 等 发 现 第 14 号 外 显 子 核 背 酸 20040 的 突变 ， 苏 氨 酸 在 氨基 酸 
556 处 取代 Lys 会 使 凝血 酶 原 的 促 凝 活 性 降低 50%”。 氧 的 亲和力 降低 也 反映 出 
机 体 新 陈 代谢 的 减缓, 这 和 凝血 活性 等 一 系列 生理 状况 改变 或 许 是 衰老 的 早期 表 
现 。 此 外 ， 还 有 发 现 人 类 和 小 鼠 胚 胎 干细胞 需要 特定 的 氨基 酸 来 增殖 。mES 细胞 
需要 苏 氨 酸 代谢 来 完成 表 观 遗传 组 蛋白 修饰 。 苏 氨 酸 被 转化 为 甘氨酸 和 乙酰 辅 
酶 A， 甘氨酸 的 代谢 专门 调节 组 蛋白 H3 (H3K4me3) PAR (Lys) 残 基 的 三 甲 基 
化 ”。 此 外 我 们 还 发 现年 长 组 比 年 起 组 中 赖 氨 酸 氨基 甲酸 化 修饰 的 降低 , 氨 甲 酰 
化 是 一 种 不 可 逆 的 非 酶 修饰 过 程 , 其 过 程 是 尿素 的 分 解 产物 与 蛋白 质 的 N 末 端 或 
赖 氨 酸 残 基 的 侧 链 反应 ,先前 被 报道 与 蛋白 质 老化 有 关 ”。 赖 氨 酸 氨基 甲 酰 化 可 
以 促进 金属 离子 对 特定 酶 活性 的 配 位 作用 。 有 研究 曾 指出 尿素 水 平 升 高 的 患者 
(例如 肾病 患者 ) 的 血浆 中 氨 甲 酰 化 的 量 显 着 增加 ”。 

衰老 是 生物 随 着 时 间 的 推移 、 自 发 的 必然 过 程 ， 是 一 种 复杂 的 自然 现象 ， 表 
现 为 结构 的 退行 性 变 和 机 能 的 衰退 ,适应 性 和 抵抗 力 减 退 。 衰 老 是 大 多 数 人 类 疾 
病 的 最 大 已 知 危 险 因素 之 一 : 在 全 球 每 天 约 有 15 万 人 口 死亡 中 ， 约 三 分 之 二 是 
死 于 与 年 龄 有 关 的 原因 。 目 前 衰老 的 原因 尚 不 确定 , 当前 主流 的 理论 是 损伤 学 说 ， 
而 DNA 损伤 被 认为 是 癌症 和 衰老 的 共同 基础 ,有 人 认为 DNA 损伤 的 内 在 原因 是 衰 
老 的 最 重要 驱动 力 。 而 废物 堆积 理论 认为 废物 在 细胞 中 的 堆积 可 能 会 干扰 新 陈 代 
谢 。 例 如 ,一 种 称 为 脂 神 素 的 废物 是 通过 细胞 中 将 脂肪 与 蛋白 质 结合 的 复杂 反应 
形成 的 。 这 些 废物 以 小 颗粒 的 形式 积聚 在 细胞 中 ， 随 着 年 龄 的 增长 ， 其 大 小 会 增 
加 。 与 此 同时 , 结构 被 破坏 甚至 是 失 活 的 生物 大 分 子 的 积累 可 能 是 导致 生 物 机 体 
与 系统 逐步 失效 ， 这 也 被 认为 是 衰老 的 概念 。 

蛋白 质 分 子 衰 老 除 了 与 生理 衰老 相关 外 ， 还 在 糖尿 病 、 慢 性 骨 功 能 衰竭 等 
种 慢性 疾病 中 加 速 ， 并 参与 疾病 特定 并 发 症 的 发 生 与 发 展 。 

通过 以 上 研究 ,我们 在 不 同年 龄 段 人 群 血 浆 蛋 白质 组 中 找到 了 几 种 有 显著 差 
异 的 蛋白 质 化 学 修饰 与 氨基 酸 替换 类 型 , 这 些 化 学 修饰 会 改变 蛋白 质 的 结构 和 性 
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质 , 进而 影响 蛋白 质 行 使 的 功能 。 推 测 年 长 者 血浆 重 白 质 中 发 生 某 些 有 害 且 不 可 
逆 化 学 修饰 的 逐步 积累 ,可 能 会 反映 出 机 体 衰老 的 进程 ,或许 也 是 年 长 者 患 有 衰 
老 相 关 的 老年 性 疾病 , 如 代谢 性 疾病 、 心 脑 血 管 疾病 和 肿瘤 风险 的 几率 高 于 年 轻 
人 的 原因 之 一 。 
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